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Astratto 


Introduzione : lo screening dei farmaci antitumorali è la tecnica più diffusa nella scoperta di farmaci. In questa tecnica, vari agenti sono 
stati testati per la loro citotossicità su linee cellulari, in particolare linee cellulari cancerose. Poiché la maggior parte di questi agenti è 
debolmente solubile in acqua, possono essere normalmente disciolti in solventi lipofili. Per ottenere risultati accurati, il requisito di questi 
solventi è che siano biocompatibili e non tossici per le cellule. Lo scopo di questo studio era di indagare gli effetti biologici dei tre agenti 
più comunemente usati come veicoli di farmaci, ovvero il dimetilsolfossido (DMSO), l'etanolo e il metanolo, utilizzando tecniche di 
misurazione della proliferazione cellulare. 


Metodi : Per ridurre al minimo gli errori delle tecniche di misurazione, questo studio ha utilizzato il sistema xCelligence RTCA che 
prevede il monitoraggio in tempo reale della proliferazione cellulare senza l'etichettatura del colorante. Sotto l'ampio intervallo di 


E di solventi (da 0% a 100% di solventi mediante diluizioni seriali), l'indice cellulare (CI) e la pendenza delle curve di 
roliferazione cellulare delle linee cellulari HepG2, MDA-MB-231, MCF-7 e VNBRCA1 erano analizzato (dal software fornito dal sistema 
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Risultati : | risultati hanno mostrato che il DMSO aveva una tossicità significativa e un'inibizione della proliferazione su 4 linee cellulari, 
alle concentrazioni del 10%, 5%, 2,5% e 1,25% (p<0.0001). II metanolo e l'etanolo hanno inibito la proliferazione cellulare alle 
concentrazioni del 10% e del 5% (p<0,0001). Le concentrazioni di etanolo e metanolo comprese tra il 2,5% e lo 0,15% sono state ben 
tollerate dalle cellule rispetto alla proliferazione. A seconda degli estratti o degli agenti, ciascuno deve essere diluito nell'apposito veicolo 
alle concentrazioni adeguate. 


Conclusione : l'etanolo e il metanolo sono buone scelte per i solventi poiché hanno una bassa tossicità sulle linee cellulari HepG2, MDA- 
MB-231, MCF-7 e VNBRCA1. Tuttavia, nel caso di agenti solubili solo in DMSO, dovrebbero essere considerate basse concentrazioni di 
DMSO dallo 0,6% allo 0,015%. 
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introduzione 


Nella ricerca biologica sono necessari solventi per la diluizione dei farmaci terapeutici, in particolare per i farmaci debolmente solubili in acqua. 
| solventi più comuni da utilizzare come veicoli per la somministrazione di farmaci negli studi biologici sono il dimetilsolfossido (DMSO), 
l'etanolo e il metanolo. Il DMSO è una molecola anfifila organica ampiamente utilizzata nella biologia cellulare; esibisce una serie di capacità 
come le funzioni vasodilatatorie, diuretiche, antinfiammatorie e batteriostatiche 1 , 2 


In vitro, il DMSO viene utilizzato di routine per la crioconservazione a causa della sua elevata temperatura di congelamento. Tuttavia, la sua 
forte interazione con i fosfolipidi lo rende efficiente nel facilitare il rilascio di molecole di farmaco attraverso la membrana cellulare, che è 
un'area di studio di grande interesse da parte di molti ricercatori. II DMSO è ai primi posti in termini di scelta del solvente per la 
somministrazione di farmaci, nonostante la sua potenziale citotossicità sulle cellule. 


| solventi alternativi che sono stati utilizzati nella biologia cellulare includono etanolo e metanolo. Nello screening dei farmaci, oltre al DMSO, 
l'estratto vegetale grezzo potrebbe essere sciolto in metanolo o etanolo. Tuttavia, l'etanolo potrebbe interferire con la struttura del colesterolo 
basso nella membrana cellulare e causare disturbi delle attività fisiche cellulari 3 . Questo danno nella membrana cellulare potrebbe 


amplificare l'effetto dei farmaci terapeutici, portando a risultati non riproducibili. 


Inoltre, diversi tipi cellulari rispondono con un comportamento diverso ai solventi 4 . Sebbene il controllo del solvente possa essere utilizzato 
per confrontare l'efficacia del farmaco nell'esperimento, tuttavia se i solventi sono tossici per le cellule durante il trattamento, l'effetto del 
farmaco potrebbe essere valutato in modo errato. È importante valutare e definire la concentrazione massima dei solventi che potrebbero 
essere utilizzati per la dissoluzione dei farmaci nei saggi biologici. Pertanto, è necessario comprendere la concentrazione ottimale dei solventi 
su linee cellulari specifiche per garantire risultati sperimentali accurati e riproducibili. 


Materiale - Metodi 


Linee cellulari 


nee cellulari HepG2, MDA-MB-231 e MCF-7 sono state acquistate da ATCC (Manassas, VA, USA). Le cellule sono state coltivate in DMEM- 
A (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) integrato con il 10% di FBS (Thermo Fisher Scientific) e l'1% di antibiotico (Thermo Fisher 
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Solventi 


Metanolo, etanolo e DMSO sono stati acquistati da Merck (Darmstadt, Germania). 


Valutazione della proliferazione cellulare in tempo reale senza etichetta 


In breve, 2.000 cellule sono state aggiunte nei pozzetti di piastre E (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA). Dopo 24 ore di coltura, le cellule 
sono state trattate con DMSO, metanolo ed etanolo alle concentrazioni di 10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,6%, 0,3%, 0,15% e 0%. Le piastre E sono 
state quindi collegate alla macchina xCelligence RTCA (ACEA Biosciences) nell'incubatrice per le successive 48 ore. La proliferazione cellulare è 
stata misurata registrando la variazione dell'impedenza del flusso di elettroni causata dalle cellule aderenti. Gli esperimenti sono stati condotti 
in triplicato (n=3). | dati sono stati analizzati dal software allegato al sistema xCelligence RTCA (ACEA Biosciences). 


Risultati 


Dopo che le cellule sono state coltivate per 24 ore per l'attacco cellulare, sono stati aggiunti i solventi; le curve di proliferazione erano 
leggermente perturbate ( figura 1 ). Da quel momento in poi, le curve di proliferazione cellulare si sono disperse. Dall'osservazione delle curve 
di proliferazione, quando trattata con metanolo come solvente, la curva rossa (concentrazione del 10%) si abbassava o si appiattiva in tutte le 
linee cellulari ( Figura 1 ). In particolare, la curva rossa (10% metanolo) per la linea cellulare VNBRCA1 è aumentata verso l'alto; questo ha 
dimostrato che la proliferazione di VNBRCA1 era meno influenzata anche all'alta concentrazione di metanolo. 





A differenza del metanolo, il DMSO ha indotto più di una curva appiattita nelle 4 linee cellulari. Ad esempio, la curva rossa (concentrazione del 
10%), la curva verde chiaro (5%), la curva blu (2,5%) e la curva rosa (1,25%) sono tutte scese verso il basso. 


L'etanolo sembrava anche indurre curve divergenti nelle 4 linee cellulari. In HepG?2, l'etanolo ha creato 3 curve appiattite rispetto alle 2 curve in 
MDA-MB-231, MCF-7 e VNBRCA1. Alle concentrazioni del 5% e del 2,5%, l'etanolo ha inibito i valori dell'indice cellulare (CI) delle 3 linee 
cellulari MDA-MB-231, MCF-7 e VNBRCA(1. Tuttavia, l'IC mostrava ancora un aumento verso l'alto alla concentrazione del 5% rispetto a quella 
della concentrazione del 10% per le linee cellulari MDA-MB-231, MCF-7 e VNBRCA1. Le concentrazioni di 1,25%, 0,6%, 0,3% e 0,15% di etanolo 
hanno indotto curve verso l'alto in tutte e 4 le linee cellulari ( Figura 1 ). 
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Figura 1 . Indice cellulare (CI) delle linee cellulari trattate con solventi. Duemila cellule sono state aggiunte nei pozzetti delle 
piastre E. Dopo 24 ore di coltura, i rispettivi solventi sono stati aggiunti alle concentrazioni di 10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,6%, 0,3% o 
0,15%. La colonna (asse y) rappresenta il CI per le linee cellulari HepG2, MDA-MB-231, MCF-7 e VNBRCA1. La riga (asse x) 
rappresenta i dati per i solventi Etanolo, DMSO e Metanolo nel tempo. Le cellule sono state quindi coltivate nell'incubatrice per i 
successivi 3 giorni. Il CI è stato analizzato dal software del sistema xCELLigence RTCA. L'intervallo di concentrazione è stato 
codificato in base al colore, inclusi 10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,6%, 0,3%, 0,15% e 0,06%. 


| risultati hanno mostrato che il DMSO ha inibito significativamente la proliferazione di tutte le linee cellulari (HepG2, MDA-MD-231, MCF-7 e 
VNBRCA1) alle concentrazioni del 10%, 5%, 2,5% e 1,25%. La pendenza dell'IC a queste concentrazioni era significativamente diversa da quella 
delle concentrazioni inferiori di 0,6%, 0,3% e 0,15% (P<0,0001) ( Figura 2 ). È interessante notare che il DMSO alla concentrazione dello 0,6% 


ha influenzato in modo significativo la crescita cellulare di HepG2 e MCF-7, rispetto alla crescita alle concentrazioni dello 0,3% e dello 0,15%. 
Tuttavia, lo 0,6% di DMSO non ha influenzato la pendenza CI di MDA-MB-231 o VNBRCAI1. 


L'etanolo ha fortemente influenzato la crescita cellulare della linea cellulare HepG2 alle concentrazioni del 10%, 5% e 2,5%. Alla concentrazione 
del 2,5%, l'etanolo ha avuto un effetto minore su MCF-7, MDA-MB-231 e VNBRCAT1, rispetto a HepG2. La pendenza CI di MCF-7, MDA-MB-231 
e VNBRCAT erano valori positivi, rispetto al valore di pendenza negativa di HepG2 ( Figura 2 ). 


Il metanolo sembrava avere il minor impatto sulle linee cellulari in questo studio. In effetti, il 10% di metanolo ha mostrato un forte effetto su 
tutte le linee cellulari mentre il 5% di metanolo ha influenzato in modo significativo le cellule HepG2 e le cellule MCF-7 ma non le cellule MDA- 
MB-231 o VNBRCA1. Concentrazioni inferiori di metanolo, come 2,5%-0,15%, non hanno mostrato alcun impatto su nessuna delle linee 
cellulari. 
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Figura 2 . La pendenza dell'indice cellulare (CI) quando trattata con solventi. Le linee cellulari utilizzate in questo esperimento 
erano HepG2, MDA-MB-231, MCF-7 e VNBRCA1. Duemila cellule di ciascuna linea cellulare sono state aggiunte nei pozzetti delle 
piastre E. Dopo 24 ore di coltura, sono stati aggiunti solventi etanolo, DMSO e metanolo, rispettivamente, alle concentrazioni di 
10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,6%, 0,3% e 0,15% (0% come controllo). Le cellule sono state quindi coltivate nell'incubatrice per i 
successivi 3 giorni. Gli esperimenti sono stati eseguiti in triplicato (n=3). Le pendenze delle curve di proliferazione cellulare sono 
state calcolate utilizzando il software del sistema xCelligence; **** P<0,0001. 


Discussione 


Sebbene quasi tutti i solventi siano tossici per le cellule in vitro, sono ancora necessari per dissolvere gli agenti farmacologici per i test 
biologici. È fondamentale mantenere la concentrazione dei solventi alla concentrazione più idonea per la sperimentazione biologica. Per fare 
ciò, in questo studio, abbiamo confrontato gli effetti di tre solventi comunemente usati (metanolo, etanolo e DMSO) su 4 linee cellulari 
tumorali (HepG2, MDA-MD-231, MCF-7 e VNBRCA1). 


Alcuni studi della letteratura hanno affermato che la concentrazione critica di DMSO dovrebbe essere dell'1%, mentre altri hanno utilizzato 
concentrazioni superiori a quella 4 . La domanda è quale dovrebbe essere la corretta concentrazione di DMSO per l'uso pur essendo non 
tossico sulle cellule sperimentali. 


Nel nostro studio, i risultati hanno mostrato che ad alte concentrazioni di DMSO, come il 10% e il 5%, la proliferazione cellulare era fortemente 
inibita in tutte e 4 le linee cellulari. È interessante notare che alla concentrazione dell'1,25% di DMSO, MDA-MB-231 e MCF-7 le cellule 
tumorali erano ancora vive mentre le cellule HepG2 mostravano una forte inibizione della proliferazione. La sensibilità al DMSO di diversi tipi 
cellulari può differire in modo significativo. Questo sembra essere il caso anche in altri studi 4 , 5 . Pertanto, è essenziale testare i solventi a 


varie concentrazioni se si utilizzano diversi modelli di linea cellulare. 


In precedenza, uno studio ha riportato che concentrazioni più basse di DMSO possono portare alla stimolazione della proliferazione di alcuni 
tipi cellulari; per esempio, lo 0,05-0,2% di DMSO ha aumentato significativamente la proliferazione delle cellule di mieloma RPMI-8226 6 
Nello studio qui presente, non abbiamo riconosciuto alcuna differenza significativa nel tempo di raddoppio di HepG2 e MDA-MB-231 alle 
concentrazioni di 0,3-0,15%. 


In questo studio, l'etanolo e il metanolo hanno dimostrato di essere un buon solvente per l'uso su cellule HepG2, MDA-MB-231, MCF-7 e 
VNBCRA1. L'etanolo è spesso usato come solvente per estratti vegetali e componenti di origine vegetale 7 .Ci sono tossicità da considerare, 
ma è buono per la dissoluzione fintanto che può dissolvere gli agenti. L'etanolo e il metanolo hanno mostrato effetti innocui su MDA-MB-231, 
MCF-7 e VNBRCAT1 anche ad alte concentrazioni fino al 2%. Allo stesso modo, sebbene non utilizzi le stesse linee cellulari del nostro studio, 
uno studio precedente ha anche rilevato che il 2,8% di etanolo non ha influenzato la vitalità cellulare di RAW 264,78. In un altro rapporto che 
studia gli effetti dell'etanolo sulle cellule HeLa, è stato riscontrato che il 5% di etanolo (o concentrazioni superiori) comprometteva la vitalità 
cellulare 9 


È interessante notare che il 5% di metanolo ha mostrato una minore tossicità sulle 4 linee cellulari, mentre il 5% di etanolo ha compromesso 
significativamente tutte le linee cellulari. Uno studio precedente ha mostrato che il butanolo è ancora più tossico dell'etanolo 10 ; hanno 
osservato alcune differenze di tossicità tra metanolo, etanolo e butanolo. L'aumento della tossicità potrebbe essere dovuto alla sua catena di 
carbonio più lunga che può ulteriormente intercalarsi nelle membrane e causare rotture nei legami idrogeno tra le code lipidiche. 


È noto che l'etanolo fluidifica la membrana cellulare, portando a un disturbo nel flusso proteico trans-membrana come quello di Mg2+ 3 , 
11. L'etanolo può anche inattivare l'ATPasi e gli enzimi glicolitici, causando l'inibizione della proliferazione 11 , 12. Alla concentrazione 
del 2%, 1,25%, 0,6% e 0,3%, gli effetti dell'etanolo sulle cellule non erano significativamente differenti; anche il metanolo ha mostrato lo stesso 


comportamento dell'etanolo a quelle concentrazioni. Se solo una parte del materiale si dissolve in etanolo o metanolo, questo potrebbe 
essere un vantaggio. 


Conclusione 


Negli studi biologici, i solventi sono essenziali per dissolvere gli agenti che non possono essere disciolti in acqua. In particolare, nella ricerca 
sul cancro, ci sono molti agenti che richiedono valutazione e test su modelli cellulari. Tuttavia, la tossicità dei solventi sulle cellule tumorali è un 
problema. Pertanto, è necessario determinare le concentrazioni più adatte da utilizzare nei saggi biologici. Qui, in questo studio, abbiamo 
scoperto che il DMSO dovrebbe essere usato come solvente nell'intervallo di concentrazione dello 0,6% -0,15% sulle cellule HepG2, MDA-MB- 
231, MCF-7 e VNBRCATI. L'etanolo e il metanolo hanno mostrato effetti non tossici su quelle linee cellulari alle concentrazioni 
dell'1,25%-0,15%. Una certa tossicità era tollerabile quando negli esperimenti veniva utilizzato un campione di controllo con il solo solvente. 
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